重症筋無力症における抗リアノジン受容体抗体について by 岩佐 和夫
金沢大学十全医学会維誌 第106巻 第4･5号 46 5-472(1997)
重症筋無力症 における抗リ アノ ジ ン受容体抗体に つ い て
465
金沢大学医学部医学科神経内科学講座 (主任: 高守iE胎教授)
岩 佐 和 夫
40名 の 重症筋無力症 (mya sthenia gr avis, M G), 12名の 疾 患 コ ン ト ロ
ー ル , 8名の 健康正常人に串い て , 横紋 筋構成成
分蛋白 に対す る自己抗体 の 有無 に つ い て ELIS A, イ ム ノ ブ ロ ッ ト, 間接蛍光免疫染色法を開い て検討 した . こ れまで M G で報
告 さ れ て い た 抗横紋筋抗体が 陽性 であ っ た M G患者は23名お り, そ の 内18名に て抗 リ ア ノ ジ ン 受容体 (ryan Odin e r ec epto r,
RyR) 抗体が認 め ら れ た. RyR cD N A を組み 込み RyRを発現 させ た細胞 (C l148細胞) を用い て , 抗RyR抗体価を測定 した と
こ ろ , 抗横紋筋抗体価と抗RyR抗体価 は有意な相関が認め られ (r=0.65, p<0.005), 抗横紋筋抗体の 主抗焼 の 一 つ と して新 た に
恥R が考えら れ た . 18名の 抗 恥 R抗体陽性 M G患者の うち15名は胸腺腫を合併 して おり , 抗 恥 R抗体と胸腺腫との 関連 が示
唆 さ れ , 抗 RyR抗体産生 の 免疫学的機序に胸腺腫 が関連 し て い る こ とが 考え られ た . M G で は興奮収縮連関に異常 を来す症例
が い る こ とが 知 ら れ て お り, 興奮 収縮連関お い て 重要な役割を担 っ て いろ勒 R に対する抗体が M G にて認め ら れ た こ と は,
抗 RyR抗 体陽性 M G で は抗A C h R抗体 によ る 神経筋伝達障害だけで は なく , 抗RyR抗体 によ る 興奮収縮連関障害も病態に関与
して い る可能性が示唆 され た .
Eey w o rds myasthe nia gravis, a ntトryan odin e r ec eptor antibody, thym o m a, Striatio n al antibodie s,
e x citatio n- C O ntra Ction c oupling
重症筋無力症 (m ya sthe nia gr avis, M G) は 神経筋接合部に
存在す る ニ コ チ ニ ッ ク ア セ チ ル コ リ ン 受容体 (nicotinic
ac etylcholin e r e cepto r, A C hR) に 対する自己抗体 に より神経筋
伝達が障害 され , そ の 結 果筋力低下を来す自己免疫性疾患であ




か し, 胸腺腫合併 M G に抗横紋筋抗体が 出現する理由, 抗横紋
筋抗体産生 に至 る メ カ ニ ズ ム , ま た抗横紋筋抗体の 機能に つ い
て は不明である . ま た , M Gの 一 部症例で は興奮収縮連関に異
常を来す こ とが 以 前か ら報告さ れ て い る が
リノ 12}
, そ の 原因に つ
い て も明ら か に さ れ て い な い . 興 奮収縮連関は神経筋伝達 が行
われ た 後の 筋細胞膜電位 の 変化を T チ ュ ー ブ に存在する ジ ハ イ
ドロ ビリ ジ ン 受容体 (dihydr op yridine r e c epto r, D H P R) 型カ
ル シ ウム チ ャ ネ ル が 感知 し, D H P R型 カ ル シ ウム チ ャ ネル と連
動 して い る フ ー ト構 造 つ まり リ ア ノ ジ ン 受容体 (rya n odin e
r e cepto r, RyR) に そ の 情 報が 伝え ら れ , 筋小胞体内に貯蓄さ
れ てい た カル シウ ム イ オ ン が RyR より筋細胞内 に放出さ れ斉別丈
縮が起 こ る こ と を い う1:
t い 1 郁
. 本研 究で は 興奮収縮連関に必要
不可欠 である RyR に注目 し, M G における抗 RyR抗体の 有無,
胸腺腫非合併例お よ び合併例を含 む M G における抗横紋筋抗体
と抗町R抗体 と の 関係, 抗横紋筋抗体 の 認識抗原 に つ い て 検討
した.
材料 お よび方法
.l . 対 象
M G患者40例 (男性13例 , 女性27例 ;平均年齢4 6.2歳) の
患者血清を便明=/ た . 胸腺腫合併 M Gは1締り( 男性8例, 女性
1 0例 ; 平均年齢51.7歳), 胸腺順非合併 M G は 22例 (別件5,
例女性17例 ; 平均年齢41,7歳) であ っ た . M Gの 診断 は , 筋
易疲労性, 反複神経刺激 によ る 誘発電位の 減衰応答, テ ン シ ロ
ン テ ス ト陽性 , 抗A C h R抗体陽性 に より行 っ た 1
7
. M GO)病臥
重症度分類 は Oss e r m aIlの 分類 (Oss e r m a nFs cla ssincatio n) に
よ っ た は . っ ま り , Ⅰ 型は眼筋型, ] a型 は 韓度全身型, Ⅲ b
型 は中等令身型, Ⅲ型は 急性劇症哩, Ⅳ型 はl晩期重症型 を表す .
胸膜腫 は胸腺摘出術 を行 っ た後, 組織病稗学的に診断 し た. コ
ン ト ロ ー ル1虹清 と し て , 正常健康人8例, 他 の 神経疾患12例
(筋萎縮性側裳碩化症7例, 多発性筋炎3イ札 La mbe rt-Eato n筋
無ノ｣症候群2例) の 血清を使用 した .
1l. A Cb R の注出
骨格筋周囲の 膿瘍摘出時取 り出 され た正 常部 ヒ ト骨格筋を抗
原 と して 用 い た . 以 下 の 操作 はす べ て4℃以 下 の 温度 卜で 行 っ
た . 骨 格筋を小片 に刻ん だ後 , 3倍量の 均質化嬢衝液 Ⅰ(0.01M
l) ン 酸緩衝食塩水 (pho sphate-buffe r ed s aline, PBS) , pI1 7.4,
5 0m M NaC l, 1m M フ ツ 化 フ ユ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル
平成 9年7月30日受付, 平成 9年8月29日受理





I- α pbungarotoxin ; A C h R, a C etylcholin e r e c eptor; D H P R, dihydr op yridin e
r e cepto r; M G, m yaSthe nia gr a vis ; P B, pho sphate-buffe r; P B S, pho sphate
-buffe red s alin e; P M S F,
phenylm ethylsulfonyl flu ori de ;RyR, ryan Odin e r ec epto r
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(phe nylm ethylsulfo nyl flu o ride, P M S F) (Sigm a, StLo uis,
U S A) , 1 カリ クレ イ ン 阻害単位 (Ka11ikrein Inhibito rUnit,
KI U) /FLl ア ブロ チ ニ ン (Bo ehringe rM an nheim , M an nheim ,
Ge r m any) , 0.1FL g/ml ペ プ ス タチ ン A (Sigm a))に い れ , ワ
ー リ ン グブ レ ン ダ ー (W aring pr odu ct, U S A) に て均質化 した .
30,00 0× g, 30分 遠沈 し た後, 沈液を取り出 し, 再度3倍量 の
均質化績衝液Ⅰ に い れ , ワ ー リ ン グ ブ レ ン ダ
ー (W a ring
prod11Ct) に て均質化 した. 30, 00× g, 3 0分 速沈 した後沈泣を
取りだ し, 1倍量の 均質化媛衝液 Il(0.01 M P B S, pH 7.4, 2%ト
ラ イ トン Ⅹ-10 0(Trito nX-100) (Sigm a) , 50m M NaCl, 1m M
P M S F, 1 KI U/ml ア ブロ チ ニ ン, 0.1FL g/ml ペ ブス タチ ン A) の
申 に い れ 一 晩撹拝 を行 い , 翌 日105,000× g, 60分 遠沈を行 っ
た . 上清を取り出 し ガ ラ ス フ ィ ル タ ー に通 した後, 分注 し液体
窒素 にて 凍結 した19) 2 0). 注出 し たA Cb R は使用す るま で - 70℃
以下 に保存した . 取 り出 したA C h R は2.8nM であ っ た .
Ⅱ . 坑A C h R抗体測定
精製 した A C h R lm に1× 10~7 m ol/1, 20-2 4FL Ci/1の 濃度 に
調整 した
125
Ⅰ- α バ ン ガ ロ トキ シ ン (125Ⅰ- α -bu ngar oto xin ,
125
Ⅰ- α -
BT k)(Ame rsh am , Bu ckingham Shire, U K) を170FLl加 え, 室
温で1時間, 4℃で 一 晩静置 した . 1検体あたり2本 の 試験管を
用意 し, 血 清5/上 =こ対 し4× 10~14 m ol に調 整 した125ト α -B Tx 標
識A C b R を加え, 室温で 1時間, 4 ℃ で一 晩静置 した . 測定 限
界を超えるもの に つ い て は血清を10倍 , 100倍 , 1000倍希釈 し
測定 し た . 2次抗体 と して ヤ ギ抗 ヒ トIgG (H+L)(Cappel,
Du rha m, U S A) を100FLl(IgG量 と して 1.Omg) を加え, 室温
に て 3 0分反応 さ せ た 後, 2 0 % ポ リエ チ レ ン グ リ コ ー ル
(polyethカe n eglycol, P E G) (和光, 大阪) 20Fll を加え室温 に
て15分反応 させ , さ ら に4℃, 60分反応 させ た . 形成 され た沈
殿物を2回洗浄後, ガ ン マ ー カ ウ ン タ ー (ア ロ カ, 東 京) にて
cpm を測定
■した . 4 × 10.14m olに調整 した1 25Ⅰ- a -B T又 も同時 に
測定し得 られ た cpm 値 よ り血清11あ た りが 沈降 しう る 125Ⅰ- α -
B 取標識 A Ch R量を定量 し, 抗 A C h R抗体価 と した19)20)
Ⅳ . 横 紋筋構成成分注出
ヒ ト骨格筋を小片と し た後, 均 質化綬衝液Ⅲ (0.01 M リン 酸
横衝液 (pho sphate buffer, P B), 0.0 1m M P M S F(Sigm a))に
い れ
, ワ
ー リ ン グブ レ ン ダ ー (W aring produ ct) に て 均質化 し
た . 30分室温 に放置 し た後4,50 0× g, 15分遠沈 し沈薩 を取り
だ した . 沈直 に均質化緩衝液 Ⅳ (0.6 M E Cl, pH 7.5) を加え均
質化 し, 60分放置 した 後再度12,000× g, 15分遠沈 した . 上清
を取り だ し, 8,00 0 M W カッ トオ フ の 透析膜 (S P E C T R U M, Lo s
Angele s, U S A) の 中 にい れ, 均質化緩衝液 Ⅲの 中で 一 晩透析を
行 っ た . 透析を行 っ た 上清は液体窒素 に て凍結 し, 使用す る ま
で - 70℃以 下に保存 した2〉6).
Ⅴ . 抗横紋筋抗体測定
抗原を蛋白濃度0.6m g/ml にな る よう に0.01 M P BpH 7.5 に て
調整 し, 9 6穴E LIS Aプ レ ー ト (Nunc, Re skidle, De n m a rk) に
1 00/ノ 1づ つ 分 注 し た . 4 ℃
一 晩静 置 し, 10 %正常 ヤ ギ 血 清
(Gibc oB R L, Ne w Yo Iも U S A) を含む カ ル シ ウ ム ー マ グ ネシ ウ
ム 不 含リ ン 酸 援衝液食塩水 [P B S- C alciu m m agn esiu m free
(C M F)] ツ イ ー ン20 に て ブロ ッ ク した後, 洗浄緩衝液 (2 %
正常 ヤ ギ血 清を含むP B S-C M Fツ イ ー ン 20) に て洗浄, 60倍 か
ら7680倍 に希釈した血清を分注 し, 3 7℃, 120分 で静覆 した後
4℃ 一 晩さ ら に 静置 した ･ 洗浄後, ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ∵ゼ 結
合抗 ヒ トIgG (Cappel) を加え37℃, 60分静覆 し, 基質 とし て
p ニ トロ フ ユ ニ ル リ ン 駿ニ ナ トl) ウム (Sigm a) を い れ 反応さ
せ た の ち波長405n m にて 吸光度を測定 した. 同 一 プ レ ー ト上 に
て 測定 した標準 コ ン ト ロ ー ル 血 清3検体 の 平均 +2.5S D 以 上 を示
した倍率をも っ て抗横紋筋抗体価 と した . 7680倍 を超えたもの
は 血 清 を更 に希釈 し最終抗体価を求め た . 検体 は2回以上測定
し, 個 々 の 検体 の 再現性を確認 した 2) 7).
Ⅶ . 】恥R (筋/J＼胞体) 成分精製
ウ サ ギ 骨格筋 を取り だ し, 小 片 に し た 後均質化繚衝液 Ⅴ
(5m M イ ミ ダゾー ル 塩酸 (imida z ole-H Cl)(和光), 0.3 M庶糖
(s u cr o s e) (和光) , 0.3m M P M S F(Sigm a) , 1 KIU/ml ア ブロ
チ ニ ン (Bo ehringe rM a n nheim) , 0.1mg/ml ペ プス タ チ ン A
(Sigm a), 0.5mM エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四酢酸 (E D T A) (Sigm a) ,
pH 7.4) に い れ , ワ ー リ ン グ ブ レ ン ダ ー (Wa ring produ ct) に
て 均質化 した . 7,7 00× g に て2 0分遠沈 した後沈渡を再度均質
化 し同様 に遠沈 した . 上 清 をチ ー ズ 漉 し布 (che e s e clo s e) に
通 した 後, 110, 00× g に て120分速沈 し た. 沈渡を取り だ し均
質化緩衝液 Ⅴ に 溶 か し た後, 庶糖 に て 2 7 %, 32 %, 38 %,
45 %の 濃度勾配を作成 した 遠心管に 入 れ , 70,000× gに て16時
間遠心 し た. 分 画 され た フ ラ ク シ ョ ン を5m M イ ミ ダ ゾ ー ル 塩
酸緩衝液 (pH 7.4) にて 2倍量 に し, 125,0 00× g にて 120分速
沈 し た. 沈達を均質化緩衝液Ⅴ に て 溶解 した 後, 液体窒素に て
凍結 し - 70 ℃以下 に保存 し た8)21) ぺ 3)
Ⅶ . イ ム ノ ブロ ッ ト
抗原 と して 横紋筋構成成分, ま た は RyR(筋小胞体) 成分を
使用 し, 7.5 %ま た は 4-20 % S D S-P A G E に て電気泳動 し た の
ち24), ポ リ 弗 化 ビ ニ リ デ ン (polyvinylde n ediflu o ride, P V D F)
膜 (ア ト ー , 東京) に転写 し た25). 各レ ー ンを短冊状 に切断 し,
3 % ウシ ア ル ブ ミ ン (bo vin e se ru m albu min , B S A)(Sigm a)
に て ブ ロ ッ キ ン グを行 っ た . M G患者 血清 , マ ウス 抗 RyRモ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 (束京都精神神経研究所 竹島活博士 より供
与), ラ ッ ト抗 RyRポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体 (東京都精神神経研究
所 竹島浩博士 より供与), マ ウ ス 抗 ミ オ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体 (Sigm a), マ ウ ス 抗 ナ チ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (Sigm a)
を4℃ 一 晩反 応 させ た . RyR はこ れ まで に3 タイ プ の 受容体 が
報告さ れ て い る が
26) 2 7)
, こ こ で 使用 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体,
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体は ウサ ギ 骨格筋 タ イ プ (RyR l) に 対する
もの で ある. そ れ ぞ れ の 一 次抗体 に対す る 二次抗体 ビ オナ ン標
識 ヤ ギ 抗 ヒ トIgG (Cappel), ビ オ ナ ン 標識 ヤ ギ 抗 マ ウ スIgG
(Cappel), ピ オナ ン標 識ヤ ギ抗 ラ ッ トIgG(Cappel) を反応さ
せ
,
ア ピ ジ ン ー H R P(BIO- M , 栄京) を反応 させ た . 最後
に ジア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン (dia min obe n zidine, D A B) (Sigm a) に
過酸化水素を加えふ10分間発色さ せ た8).
Ⅶ . 間接免疫蛍光法に よ る抗体価測定
C H O(C hin e seh am Ste rdv a ry) 細胞 に RyR cD N Aを組 み込み ,
RyR を発現 させ た細胞 C l14 8細胞 (束京都精神神経研究所 竹
島浩博士 より僕与) を使用 し, 間接 免疫蛍光法 にて 抗恥 R抗体
価を測定 した . C l148 に発現 さ れ た 恥R は抗原性, 分子サ イ ズ ,
リ アノ ジ ン との 結合性 , カ ル シ ウ ム 放出チ ャ ネ ル と して の 機能
は 骨格筋 に発現 して い る RyR と同様 であ る こ と は確認 され てい
る 28) 29). cl148細胞を5%牛胎児血清 (Gibc o) を含 ん だ最小基
礎培地 ア ル フ ァ 培 地 (M inim u mEs s e ntial Mediu m AIpha
Mediu m , M E M) 培地 (Gibc o) を用 い て37℃, 5 % C O2イ ン
キ ュ ベ ー タ ー 内に て2 日間ス ライ ドガ ラ ス 上 で培養 した後, ア
セ ト ン にて 固定 した . M G患者血清 , FIT C標識ヤ ギ抗ヒ トIgG
重症筋無力症 にお ける抗リ ア ノ ジ ン 受容体抗体 4 67
(EJY Labo ratorie s, San M ate o, US A) を 反応 さ せ た後 , 蛍光顕
微鏡 (オ リ ン パ ス , 東京) に て検鏡 し た . 抗 RyR抗体価 は 40
倍希釈以 上 の 希釈率にて 陽性であ っ たも の 陽性 と し最大陽性希
釈率 をその 抗体価 と した .
成 績
Ⅰ. 抗A C h R抗体
二抗体免疫沈降法 に て測定 され た 抗A C b R抗体 は, 正 常健康
人の 平均 +2.5S D が0.17FL M であっ た . M G患 者で は 仝例陽性
であ っ た が , 疾 患 コ ン ト ロ ー ル で は 全例陰性 であ っ た (表1).
重症度と抗体価 と の 間に相関は認め られ な か っ た .
Ⅰ . 抗横紋筋抗体
正常健康人, 疾患 コ ン ト ロ ー ル 全例で 抗横紋筋抗体 は陰性で
あっ た. M G患者で は40例中23例 (57.5 %) で 陽性であ っ た .
胸腺膿を伴 っ た M G患者で は18例中18例 (100 %) で 陽性 と な
り, 胸腺腫を伴 わ な い M G患者22例中5例 (22.7 %) で 陽性 で
あ っ た ( 表1). 横紋 筋成分 を使用 し た イ ム ノ ブ ロ ッ トで は !
抗横紋筋抗体陽性 M G患者血清 は20 0-4 00k Dの 広 い 範囲の 蛋白
と反応 を示 した . こ れ らの蛋白 は コ ン トロ ー ル 血清や 抗償紋筋
抗体陰性 M G患者血清と は 反応 しなか っ た (図1). また , この
位置の 蛋白は抗 ミオ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体, 抗ナ チ ン モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗体と は反応せ ず, 抗RyR モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体, 抗
RyR ポリ ク ロ
ー ナ ル 抗体が反応す る バ ン ドと 同位置 にあ っ た
( 図2).
Ⅱ . 抗 RyR抗体
RyR (筋小胞体) 成分を抗原 と したイ ム ノ ブ ロ ッ トに よ る検
出で は, M G患者の うち18名 (45 %) に て約400kdの 蛋白と反
応す るIgG抗体 が確認 さ れ た (表1)(図3). こ の 費白 は抗
RyRモ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体, 抗RyR ポ リ クロ ー ナ ル 抗体と反応 し
た が
, 抗 ミオ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体, 抗チ テ ン モ ノ ク ロ ー ナ
Tablel･ C haracteristics anda ntibodiestiters of 40 myasthe niagra vis(M G)patie nts
慧e se x (悪) Stage T hym o ma An望諾≡㌫A b Ant慧A b Anti慧 A b
1 Male
2 Fe m ale
3 Fe m ale
4 Fe m ale
5 Fe m ale
6 Male
7 Male
8 Fe m ale
9 Male
lO Fe m ale
l l Fe male





1 7 Fe m ale
18 Fem ale
1 9 Fe m ale
20 Fem ale
21 Male
22 Fe m ale
23 Male
2 4 Fe m ale
2 5 Fe m ale
2 6 Fe m ale
2 7 Male
28 Fe m ale
2 9 Fem ale
30 Fem ale
31 Fe m ale
3 2 Fe m ale
33 Fe m ale
3 4 Fe m ale
35 Fe m ale
36 Fe m ale
3 7 Fe m ale
38 Male
39 Male



















































































































































































































































































































































































< 60 < 40
< 60 < 40






Stage, Oss en n an
一
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Fig. 1. Im m u n oblots analysis of myofibrially pr otein s with
mya sthe nia gr a vis (M G) s e r a. la n e sl-4, S e r afr o m M G
patie nts, C aS e n O.2,3, 5, 11, With a nti-Striatio nalantibodie s;
1a n e5, Se r a色
･
O m n O r m al c o ntrol,1a n e s6-7, S erafro m M G
patie nts, C a Se n O. 35,37, witho uta nti-Striatio nalantibodie s.
Fig･ 2･ Im m u n oblots a n alysis of myofibrialy pr otein s with
m o u s e a nti-rya n Odin e re c eptor(RyR) m o noclo n ala ntibody, rat
a nti- RyRpolyclo n al a ntibody a nd s e r u mfr o m mya sthe nia
gravis (M G) patie nt with a nti- Striatio n al a ntibodie s. St,
Standa rd;1a n el, m O u S e anti-RyR m o n o clo n ala ntibody;1a ne 2,
rat anti- RyR polyclo n al a ntibody;1a n e3, S e r u mfr o mM G
Patient,C aS e n O. 2, witha nti- Striatio n alantibodie s.
ル 抗体と は 反応 せず, RyR と同定 した . 胸腺腫を伴 っ た M G患
者で は18名の うち15名 (83.3 %) に て 抗RyR抗体が 陽性 であ
っ た . 抗横紋筋抗体 が陽性 であ っ た M G患者 で は2 3名中18名
(78.2 %) に て 抗 RyR抗体 が陽性 と な っ た . 1 7名 の 抗横紋筋抗
体陰性 の 重症筋無力症患者血清, コ ン トロ ー ル 血 清は こ の 蛋白
と 反応 は し な か っ た (表1).
Ⅳ . C l 1 4 8細胞 の間接免疫蛍光法
イ ム ノ ブ ロ ッ ト にて RyR と反応 した 血 清は 全例C l148細胞 に
対す るIgG抗体を有 して い た . こ の 細胞 は抗RyRモ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗体 , 抗 RyR ポ リ クロ ー ナ ル 抗体 と反応 した . しか し, この
細胞 は イ ム ノ ブ ロ ッ ト にて RyRと反応 し な か っ た血 清や コ ン ト
ロ ー ル 血 清, 抗 ミ オ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 , 抗 チ チ ン モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗体 , 抗A C b Rモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 と は反応 し なか っ
た ( 図4). こ の 細 胞を用 い て 測定 し た抗 RyR抗体価 は表 に示
した (表1).
Ⅴ . 抗RyR 抗体価 と抗 A C b R抗体価 , 抗横紋筋抗体価 との
相関に つ い て
抗 RyR抗体価 と抗横紋筋抗体価 は , 両抗体 が 陽性 の 1 8例 に
つ い て 検討 し た と こ ろ 有意 な相関を示■した (r= 0.6 5, p<0.005)
(図5). 抗RyR抗体と抗A C h R抗体 は, 両抗体が 陽性 の 18例に
て 検討 した と こ ろ , や は り有意な相関が認 め られ た (r= 0 月8,
p<0.005) ( 図6).
Fig. 3. Im m u n oblots a nalysis ofrya n odin e r e cepto r(RyR)with
m o u s e a nti-RyR m o n o clo n alantibody, rat anti-RYR polyclo n al
antibody a nd se r a血
･
O m myaSthe nia gr avis(M G)patie nts.1an e
l, anti-RyR polyclo n ala ntibody;1a n e2, a nti
-RyR m o n o clo n al
antibody;1an e S3-5, Se ra血
･
O m M Gpatie nts, C a Se n O. 5,14,16,
wi ththym o m a;1an e6, S er u mfro m M G, C a Se n O. 35, without
thym o m a;1an e7,S e ru mかo m n or m alc o ntr ol.
重症筋無力症に お ける抗 リ ア ノ ジ ン受容体抗体 469
Fig. 4. Indir e cted im m u n oflu or e sc e n c e study ofthe C l14 8c ells. (刃Se ru mfrorn mya sthe nia gravis (M G)patie nt, C a Se n O.2, With a nti-
rya n od ine re c eptor(RyR)a ntibody. (B)Se ru m血
･
O m C Ontr Ol. (C)M o n o clo n al antibody again st the skeletal m u s cle RyR. (D)M o n o clo n al
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Fig･ 5･ Co r r elatio n ofstriatio n ala ntibodie s obtain ed by
en zym eim m u n o as s aya nd antトIYa n Odine r e ceptor antibody a s
dete r min ed byindir e ctim m u n o且u ore s cen ce of Cl14 8cell in
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Fig. 6. Co rr elatio n ofa c etylcholine re c epto r(ACh R)binding
a ntibodie s obtained by im m u n opr e cipitatio n of A C h R
c o mplex ed with
1 25ト α -bu nga r oto xin a nd a ntトrya n odin e
re c epto r a ntibody a s dete r min ed by indir e ct
im m u n oflu o re s c e n c e of C l14 8c ell in 18m ya sthe nia gr avis




こ れまで M G で認 め ら れ る抗横紋筋抗体が認識す る抗原 と し
て ミ オ シ ンや チ チ ン が提唱さ れて き た-) 5) 7). しか し, 本研究 の
横紋筋成分を使用 して 得 られ た イ ム ノ ブ ロ ッ トで は, 抗横紋筋
抗体陽性 の M G患者血清 は ミ オ シ ン や チ チ ン と異なる蛋白と反
応 し, 抗 RyR抗体 にて 染色され る 蛋白と同じ電気泳動位置 にあ
っ た . この 蛋白を同定す る ため に, RyRを豊富に含む筋小胞体
分画の蛋白を使用 しイ ム ノ ブロ ッ トを行 っ た と ころ , 抗横紋筋
抗体陽性 M G患者2 3名の うち1 8名 に て , 約400 kd の黄白と反
応する抗体 が認 め られ た . こ の茸日は抗町 Rモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体, 抗RyR ポ リ クロ ー ナ ル 抗体 と反応す る蛋白と同様 の泳動位
置 にあり, RyR と同定 した . 抗 ミ オ シ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体,
抗 チ テ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体は こ の 40 0k dの 蛋白 と は全く反応
を示 さな か っ た . さ ら に , 抗 RyR抗体を有 した M G患者血清
は全例, RyR cD N Aを組 み込み本受容体を発現させ た Cl14綱田
胞 と反応 し, こ の 間凍蛍光免疫染色法か ら得られ た抗 RyR抗体
価 は抗横紋筋抗体価 と有意な相関を示 した. 従 っ て , RyR は抗
横紋筋抗体 の 主抗原 の 一 つ で あると考えら れ た .
胸腺鷹合併重症筋無力症 で は, 抗 チ テ ン抗体 の存在 が報告 さ
れ て きた1)7). しか し, M aⅨ ら は チ チ ン は正 常胸腺上 に は発現
して い るが , 胸腺腫 で は発現 してい な い こと を報告して い る 30).
今 回の 検討 で は! 抗 RyR抗体陽性18例 のうち15例 は胸腺贋を
合併 してお り, 胸腺腫と抗RyR抗体 との 関連性が強く考えら れ
た . この こ と は Mygla nd ら に よっ て も報告され て お り 3】 4)3一),
さ ら に RyRの 膜貫通部位 の ペ プチ ドを抗原 と して 作成 した モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ る検討で , 胸腺腫上皮細胞が染色 さ れ た と
す る報告もある 31】.
本研究昼抗 RyR抗体価は抗A Cb R抗体価とも相関す る こ と を
示 したが , 抗RyR抗体は A Ch Rの 一 部を認識して い る可能性も
否定できない . 事実, 恥 Rの M 2-M 3領域 (ア ミノ 酸残基4628-
4861) は A C h Rの M 2-M 3領域 (ア ミ ノ酸残基231-301) と類似
し て い る ことが才旨摘 さ れ て い る29). また 抗RyR抗体は胸腺膿 と
の 関連性が高い こ と を示 した . 胸腺腫 が発生 した 際 に腫場化 し
た 胸腺上皮細胞内に お い て 町R蛋白が発現 され抗原 と して提示
され るとと も に, リ ン パ 球を活性化 させ る免疫学的 メ カ ニ ズ ム
が働 き抗勒R抗体産生が誘導さ れ た可 能性があ る 一 方, 同様 の
メ カ ニ ズ ム が 抗A C h R抗体産生 に関る免疫系を刺激 して い る可
能性も考えら れ る .
骨格筋に お ける 興奮収縮連関は, 神経筋伝達後の 筋細胞膜 の
興奮が , T 管 にお け る D ⅢP R型カ ル シ ウム チ ャ ネル を介し 恥R
に伝 わ り, 筋小胞体 に蓄えられ た カ ル シ ウ ムイ オ ン が , カ ル シ
ウ ム 遊離チ ャ ネル と も別称 され るRyR より放出 され る こ と に よ
りそ の機能 が開始す る 13ト 16). M G の骨格筋 の 一 部で は で は こ
の 興奮収縮連関が障害されて い る こ とが 報告され て い る 9ト 12)
さ ら に , 抗 恥R抗体を持っ た M G患者血清 は, 培養筋細胞 の 小




M G で は筋力 が急激 に低下 し, 呼吸 困難, 礁下困難, な どを
呈す る ク リ ー ゼ と言 わ れ る 臨床症状 が起 こ る こ と が あ る が ,
抗 RyR抗体を持 っ て い る M G患者で は この ク リ ー ゼ に傾く傾向
がある ヰ)33). 我 々 は以 前, 胸腺 腫を伴い 抗横紋筋抗体 が陽性 の
3例 に ク リ ー ゼ を認 め , こ の 抗横紋筋抗体価 は抗 A C b R抗体価
とともに クリ ー ゼ 時 に更 に上昇 し, また 臨床症状 と関連 して い
た こ と を報告 した
34'
. この こ と は ク リ ー ゼ の 際に は 両抗体価を
上昇 させ る 免疫学的な異常 が背景 にあ る こ とを伺わ せ る. 本研
究で 抗横紋筋抗体 の主抗体 が抗 RyR抗体 であ る こ とを示した こ
と より, ク リ ー ゼ 時 に は抗 A C b R抗体 に よ る神経筋伝達障害に
抗取 R抗体 に よ る興奮収縮連関障害が加重し, 臨床的悪化をも
た ら して い る 可能性が示唆 され る4) 8) 9) 10) 盟)
RyR は細胞内に存在する蛋白 であり , 細胞外 の 抗体が い か に
して RyR と反応す る の か が 疑問と して残 る . しか し, 細胞外の
Ⅰ塵G が運動神経紳胞内 に取り込まれ , 細胞 内蛋白 と反応す るこ
とを示 した 報告 があり
35) 36)
, 抗RyR抗体も同様 の メ カ ニ ズ ム が
働 い て い る可 能性 は否定できない .
結 論
M G患者40例 につ い て, 二 抗 体免疫沈降法 に て抗 A C h R抗体
測定, E u S A法 に て 抗横紋筋抗体測定, イ ム ノ ブ ロ ッ ト法お よ
び RyR cD N Aを組 み込 み RyR蛋白を発現 させ た細胞を用 い る間
接蛍光免疫染色法 に て抗 RyR抗体測定を行い , 以下 の 結論を得
た .
1. M G患者で は胸腺鹿を伴 っ た患者の 100 % で抗横紋筋抗体
が認め ら れ その 83.3 % で抗 RyR抗体 が陽性であ っ た . 抗 恥R抗
体と胸腺腫 と の 関連性が高く , 胸腺腰内で抗 RyR抗体産生の免
疫学的メ カ ニ ズ ム が働 い て い る こ とが 示唆され た .
2. 抗 横紋筋抗体価 と抗 RyR抗体価 は有意な相関を示 し, 抗
横紋筋抗体 の 主抗原は RyR であ る こと が 示唆 され た.
3. 抗 A C b R抗体価 と抗 RyR抗体価 は両抗体陽性 の 症例 で有
意な相関を示 し, 両抗体産生に お い て 同様な免疫学的 メ カ ニ ズ
ム が働 い て い る こ と が 示唆 され た.
4. M G に おけ る抗 RyR抗体が興奮収縮連関を障害する こ と
に より , 本来神経筋伝達障害の 疾患であ る M Gの 病態を複雑化
して い る可能性 が考え られ た .
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Key w o rds myasthe niagra vis, antl
-ryanOdin e re cepto rantibody, thym o m a, Striatio nalantibodies, e XCitat
ion-C On traCtio n
COuPling
Abstra ct
Forty patie nts with mya sthenia gr avis(M G), 12 disea s e c ontroIs and8 he al thy controIs w e r e st udied fbr antibodies to
v arious myofib ri11ary proteins byim mu n oblotting andim m u n oflu oresce n ce a nalyses･ Eighteen of 2 4 M Gpatients who had
striationalantibodies(StrAb)w er epositive fbr a nti- ryanOdine r e cepto r(RyR) an tibody a ndthe re w as a signi 丘c antCOrrelation
betw e e ntitersof anti- RyR antibody andStrA b, Sug ge Stlng thatthe anti
- RyR antibodyis a m aJOr SPeCi丘city of StrA b･ T his w a s
also co nfirmed by stainingthe RyR
- eXPreSS ed C l 1 48 cellwith thesepatients
T
se ra･ Fifteen of 18 a nti- RyR antibodyNPOSitiv e
patientshad thym o m a, Sug ge Stlng a r elatio nship bet we e ntheirrunu n e r e spo nse to RyR and thym o m a･ Ex citation
-C Ontr aCtio n
co upling(E- C c o upling)in skeletal m uscle depe nds on Ca
2+
r ele a s effom the s arc oplas mic retic ulu minto the myoplas m
fbllo w lng the tr a n sductio n ofinfor m ation fro m the dihydropyri dine re c eptorinthetra n s v e rs e tubulous membrane t othe RyR･
A defect ofE- C c oupling andcontractilityin myasthe nia m usclehasbeen reported, andthis m ay be explain ed by a deftctive
rele a s e of Ca2+ fro m the s ar C OPla smic retic ulu mindu c ed by a nti
-RyR a ntibody･
